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Der initiale Teil des menschlichen Verdauungstraktes ist die Mundhöhle, gefolgt von 
Ösophagus, Magen, Darm und Kolon. Die Zusammensetzung des Mikrobioms ist in 
jedem Abschnitt verschieden, was an dem jeweilig einzigartigen Milieu liegt (Yamashita 
und Takeshita 2017). Die Mundhöhle stellt hierbei ein besonderes Umfeld dar, da 
zusätzlich zu diversen weichen Geweben (mastikatorische, auskleidende und 
spezialisierte Schleimhaut) auch harte Gewebe vorhanden sind. Durch diesen 
heterogenen Aufbau, wird das Vorhandensein diverser unterschiedlicher Nischen 
innerhalb des Ökosystems Mundhöhle ersichtlich (Yamashita und Takeshita 2017).  
Entsprechend ist der Mundraum durch eine Vielzahl unterschiedlicher Mikroorganismen 
besiedelt: Bakterien, Archaea, Pilze und Viren (Moon und Lee 2016). Unter gesunden 
Bedingungen gehen Wirt und orale Mikrobiota eine Symbiose ein, d.h. der Wirt stellt den 
Lebensraum bereit, im Gegenzug üben Bakterien einen positiven Einfluss auf die 
Gesundheit des Wirtes aus (Moon und Lee 2016). Durch diese mutualistische 
Lebensweise können mikrobielle metabolische Aktivitäten einerseits vom oralen Umfeld 
beeinflusst werden, andererseits dieses selbst beeinflussen (Takahashi 2015). Die 
Mikroben können sich dadurch entfalten und im Gegenzug die Biodiversität der 
Mundhöhle aufrecht erhalten, welche für die orale Gesundheit von entscheidender 
Bedeutung ist (Zarco et al. 2012). Eine Störung dieser Interaktionen kann in einer 
Erkrankung des Wirtes resultieren (Willing et al. 2011). Untersuchungen biologischer 
Komponenten der Mundhöhle können somit als Indikator für systemische und/oder orale 
Erkrankungen dienen (Al Kawas et al. 2012). Demnach bietet der Mundraum ein großes 
Potential für verschiedene zukünftige Diagnoseverfahren.  
  
1.1. Speichel als bioanalytische Probenmatrix  
 
Speichel erfährt zunehmende Beachtung als bioanalytische Probenmatrix. Dies liegt zum 
einen an der ökonomischen, schnellen und non-invasiven Entnahme des Mediums, zum 
anderen ermöglicht die Speicheldiagnostik den Zugriff auf mikrobielle, immunologische 
sowie molekulare Biomarker. Diese ermöglichen den Zugang zu einem enormen 
Spektrum an prognostischen oder diagnostischen Parametern, bezogen auf den aktuellen 
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physiologischen oder pathologischen Status zum Zeitpunkt der Probeentnahme 
(Yoshizawa et al. 2013; Grassl et al. 2016; Gröschl 2017).  
Speichel ist eine biologische Flüssigkeit, die sich aus verschiedenen Sekreten 
zusammensetzt: den Absonderungen der kleinen und großen Speicheldrüsen (Glandula 
Parotis, Glandula submandibularis und Glandula sublingualis), von Zellen der oralen 
Mukosa sowie Bestandteilen aus Blut und Sulkusflüssigkeit (Zhang et al. 2016). 
Entsprechend enthält Speichel eine Vielzahl verschiedener Biomoleküle als Ergebnis 
zellulärer biochemischer Prozesse (Washio und Takahashi 2016). Diese Moleküle können 
als Indikator für physiologische oder pathologische Prozesse sowie auch als 
pharmakologische Antwort auf Therapeutika fungieren und werden deshalb als Biomarker 
bezeichnet. Sie sind also Entitäten des Körpers mit der Eigenschaft objektive 
Informationen, bezogen auf den aktuellen physiologischen bzw. pathologischen Status 
eines Individuums, zu liefern (Yoshizawa et al. 2013). Die Biomarker des Speichels 
können somit diskriminatorisch zur Differenzierung des oralen und systemischen 
Gesundheitsstatus, zur Evaluierung der Krankheitsprognose und des -risikos, sowie zur 
Kontrolle der Therapie eingesetzt werden (Zhang et al. 2016; Washio und Takahashi 
2016).  
Um alle möglichen im Speichel befindlichen Metabolite zusammenzufassen, wurde der 
Terminus ,Salivaomics‘ eingeführt (Kaczor-Urbanowicz et al. 2017; Zhang et al. 2016). 
Die in den Begriff implizierten Komponenten sind zusammenfassend in Abbildung 1 
dargestellt. Erfasst wird zum einen das Proteom mit verschiedenen in biologische 
Funktionen involvierter Proteine, welche im Gegensatz zu Proteinen des Blutes anfälliger 
auf biochemische Prozesse und Degradation reagieren (Zhang et al. 2016). Zum anderen 
das Metabolom, bezeichnend für eine Gruppe endogener, sowie exogener Metabolite wie 
Fette, Aminosäuren, Peptide, Nukleinsäuren, organischer Säuren, Vitamine, Thiolen und 
Kohlenhydrate (Zhang et al. 2016). Weiterhin sind Informationen des Transkriptoms durch 
microRNA, sowie mRNA zugänglich. Diese werden von Zellen unterschiedlichen 
Ursprungs sezerniert und zeigen eine verstärkte Detektion spezifischer Vertreter im 
Krankheitsstatus (Zhang et al. 2016). Eine weitere Komponente ist die Genomik, also die 
DNA humanen und mikrobiellen Ursprungs (Zhang et al. 2016). Ferner die DNA-
Methylierung (Epigenom), die einen epigenetischen Prozess wiederspiegelt, der sich als 
Antwort auf Zeit-, Umwelt- oder Wachstumsfaktoren ändern kann (Zhang et al. 2016). 
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Zudem das orale Mikrobiom, als Zusammenfassung aller mikrobieller Gene (Zhang et al. 




Die mikrobielle Flora der Mundhöhle ist durch eine individuelle Zusammensetzung aus 
verschiedenen Mikroorganismen charakterisiert, z.B. Bakterien, Archaea, Pilze und Viren 
(Moon und Lee 2016). Die Bakterienspezies der Mundhöhle wechseln hierbei zwischen 
ihrer sessilen und planktonischen Phase und werden von harten und weichen oralen 
Oberflächen in den Speichel abgeschilfert. Speichel charakterisiert sich dadurch als eine 
Suspension planktonischer bakterieller Zellen und dient als Transportmedium zwischen 
unterschiedlicher oraler Nischen, wie z.B. der Zunge sowie supra- und subgingivaler 
Abb. 1: Darstellung der einzeln beteiligten Komponenten der ,salivaomics‘  
(mod. nach Zhang et al. 2016) 
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Biofilme im Zahnzwischenraum oder der parodontalen Tasche (Rudney 2000; Teng et al. 
2015; Yamashita und Takeshita 2017). Infolgedessen ist eine stetige Kommunikation 
bzw. Austausch zwischen diversen oraler Nischen über das Transportmedium Speichel 
existent, was eine repräsentative Widerspiegelung der oralen Habitate durch das 
Speichelmedium wahrscheinlich macht.  
In der gesunden Mundhöhle besteht eine prädominante charakteristische Bakterienflora, 
die sehr divers, sowie orts- und personenspezifisch ist (Aas et al. 2005; Zarco et al. 2012). 
Eine Veränderung bakterieller Profile, also eine Verschiebung des ökologischen 
Gleichgewichts, im Speichel kann auf die Existenz oraler Erkrankungen wie Karies, 
Gingivitis oder Parodontitis hinweisen (Belstrom et al. 2016c; Yang et al. 2014). Dies kann 
sich sowohl durch eine erhöhte, als auch durch eine verminderte Diversität des 
Speichelmikrobioms ausdrücken (Belstrom et al. 2016c; Segata et al. 2012; Zarco et al. 
2012; Belstrom et al. 2016a, 2016b). Das Analysemedium Speichel liefert jedoch keine 
exakten Informationen bezüglich der bakteriellen Zusammensetzung verschiedener 
oralen Nischen. Dennoch kann es in diesem Zusammenhang als potentielles, globales 
Diagnosemedium des oralen Ökosystems sowie systemischer Konditionen fungieren 
(Yamashita und Takeshita 2017).  
 
1.2. Das Mikrobiom (speziell Speichelmikrobiom) 
 
Der Begriff des ‚Mikrobioms‘ wurde im Jahr 2001 erstmalig durch Joshua Lederberg 
geprägt und bezeichnet die komplexe ökologische Gemeinschaft aller Mikroorganismen 
unseres Körpers, die eine entscheidende Rolle bei der Entstehung von Gesundheit oder 
Krankheit spielen (Lederberg und McCray 2001; Dewhirst et al. 2010). Dieser Terminus 
wurde nachfolgend vom ‚Human Microbiome Project’ (http://www.homd.org/) aufgegriffen, 
um die phylogenetische Zusammensetzung des gesunden humanen Mikrobioms zu 
identifizieren (Dewhirst et al. 2010). Schließlich wurde das humane Mikrobiom als 
Gesamtheit aller mikrobieller Gene definiert (Moon und Lee 2016).  
Das komplexe Ökosystem von Mikroben, die die gesamte Mundhöhle bewohnen, wird als 
das ,orale Mikrobiom‘ bezeichnet. Es ist sehr individuell und beherbergt wahrscheinlich 
mehrere tausend Bakterienarten (Liu et al. 2012). Über 700 verschiedene Phylotypen 
wurden inzwischen identifiziert, deren Typisierung von nischen- und/oder wirtsspezifisch, 
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bis zu Gesundheit oder Krankheit fördernd reicht (Aas et al. 2005; Palmer, JR 2014; 
Lazarevic et al. 2010). Aufgrund der heterogenen Umweltbedingungen der verschiedenen 
ökologischen Nischen der Mundhöhle existiert in jeder wiederum ein spezifisches 
Mikrobiom (Yamashita und Takeshita 2017). Das Speichelmikrobiom hat gleichwohl eine 
besondere Rolle, da der Speichel als Reservoir aller Mikrobiota fungiert und dadurch 
mutmaßlich die (gesamtheitliche bzw. gesundheitliche) orale Situation widerspiegelt 
(Yamashita und Takeshita 2017; Teng et al. 2015). Das Speichelmikrobiom 
charakterisiert sich durch eine durchschnittlich hohe genetische Alphadiversität 
verglichen mit Proben anderer Habitate des menschlichen Körpers, wie z.B. des Darmes. 
Das bedeutet, dass einerseits die Artenvielfalt hoch ist, welche durch die Anzahl der 
gefundenen Organismen bestimmt wird. Andererseits ist die Gleichmäßigkeit der 
Organismen des Speichelmikrobioms hoch, was an den jeweiligen relativen Häufigkeiten 
der Organismen gemessen wird. Zugleich ist die genetische Betadiversität gering 
(interindividueller Vergleich von Proben des gleichen Lebensraums). Die 
Zusammensetzung von Speichelproben unterschiedlicher Individuen zeigt demnach eine 
Vielzahl ähnlicher Organismen (Human Microbiome Project Consortium 2012; Moon und 
Lee 2016).  
Obwohl die Betadiversität verhältnismäßig gering ist, sind jedoch auch größere 
interindividuelle als intraindividuelle Unterschiede festzustellen (Moon und Lee 2016; 
Belstrom et al. 2016b). Weiterhin ist die Kongruenz zeitlich engmaschiger entnommener 
Speichelproben nicht zwingend höher als bei Proben mit längerem Entnahmeintervall 
(Moon und Lee 2016; Belstrom et al. 2016b). Demzufolge unterliegen die Strukturen des 
individuellen Speichelmikrobioms zwar leichten Fluktuationen, aber dennoch ist eine 
gewisse Stabilität ersichtlich (Lazarevic et al. 2010; Moon und Lee 2016). Demnach sind 
zwei Personen anhand ihres Speichelmikrobioms potentiell differenzierbar, was auf das 
Vorhandensein eines überaus individuellen spezifischen Mikrobioms hindeutet (Leake et 
al. 2016; Moon und Lee 2016).  
Dabei ist das mit Gesundheit assoziierte Mikrobiom durch das Vorhandensein einer 
gewissen Stabilität gekennzeichnet, auch als Gleichgewicht bzw. Symbiose bezeichnet 
(Marsh 1994). Diese charakterisiert sich durch leichte Fluktuationen aufgrund einer 
dynamischen Balance zwischen synergistischen und antagonistischen mikrobiellen 
Wechselbeziehungen (Human Microbiome Project Consortium 2012; Marsh 1994). Ein 
vorhandenes mikrobielles Gleichgewicht (Symbiose) kann sich verschieben oder sogar 
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zusammenbrechen – dieser Zustand wird als Dysbiose bezeichnet. Hierbei besteht die 
Möglichkeit, dass eine solche Veränderung in der Struktur des Mikrobioms zu einer 
Prädisposition für die Entstehung und Entwicklung oraler Erkrankungen führt (Palmer, JR 
2014; Marsh 1994). Insofern ist ein mikrobielles Ungleichgewicht vermutlich ein 
Schlüsselfaktor in der Ätiologie oraler Erkrankungen (Zaura et al. 2017). Ein präventives  
Hemmen der Prozesse, die eine mikrobielle Dysbalance begünstigen, könnte demnach 
die Ätiologie und Pathogenese oraler Erkrankungen mutmaßlich reduzieren (Marsh 
1994).  
Der Speichel ist ein wesentlicher Faktor, der für das Aufrechterhalten des oralen 
ökologischen Gleichgewichtes mitverantwortlich ist. Insbesondere erscheinen die 
Einwirkungen auf die Kolonisation und das Wachstum von Bakterien von Bedeutung zu 
sein, da ein gestörter Sekretionsmechanismus des Speichels zu einem schnellen 
Ungleichgewicht führen kann (van 't Hof et al. 2014; Grassl et al. 2016; Marsh et al. 2016). 
Bei Untersuchungen der taxonomischen Zusammensetzung zeigte sich, dass auch in 
Speichelproben gesunder Kohorten mit Krankheiten assoziierte Phylotypen vertreten 
sind, jedoch in deutlich geringeren relativen Häufigkeiten (Segata et al. 2012). In Bezug 
auf die Krankheitsentstehung sind in der Literatur gegensätzliche Phänomene 
beschrieben. So wird zum Einen eine erhöhte Diversität des Speichelmikrobioms 
beschrieben, da einige potentielle Pathogene auftreten oder die Proportionen sich ändern 
(Belstrom et al. 2016c; Segata et al. 2012). Andererseits ist jedoch auch eine verminderte 
Diversität des Speichelmikrobioms mit potentiellen oralen Krankheiten verbunden 
(Belstrom et al. 2016c; Zarco et al. 2012). Der komplexe (mikrobielle) Mechanismus von 
Krankheitsentstehung und -entwicklung ist noch nicht gänzlich erschlossen, jedoch 
erscheint dabei die alleinige Betrachtung der Taxonomie nicht ausreichend. Weitere 
Aspekte, wie funktionelle Eigenschaften und Wirt-Mikrobiom-Wechselbeziehungen, 
müssen hierbei berücksichtigt werden. Insofern kann der Begriff ,Gesundheit‘ als die 
Fähigkeit verstanden werden, sich an physiologische Veränderungen anzupassen ohne 
in Dysbalance zu geraten (Zaura und Cate 2015; Wade 2013).  
Obwohl orale Erkrankungen, wie Parodontitis oder Karies, multifaktorieller Ursache sind, 
ist die Identifizierung des oralen Mikrobioms zur Detektion potentiell oralpathogener 
Bakterien auf taxonomischer Ebene, zur Verbesserung des ganzheitlichen 
Verständnisses, sinnvoll. Einerseits ist eine verstärkte Prädominanz mancher Spezies mit 
oralen Erkrankungen assoziiert, andererseits können auch Bakterienspezies der 
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kommensalen Mikroflora zur Auslösung einer unverhältnismäßigen Immunreaktion führen 
(Belstrom et al. 2014; Gao et al. 2016; Segata et al. 2012; Yamashita und Takeshita 
2017). Insofern ist zunächst die Analyse des gesunden Mikrobioms methodisch sinnvoll, 
um dann Aussagen über Veränderung bei Erkrankung zu treffen (Aas et al. 2005; Segata 
et al. 2012).  
Dieser Gedanke führte zur Initiation des sogenannten ,Human Oral Microbiome Project‘ 
(HOMP), ein umfangreiches Forschungsprojekt zur Identifizierung oraler mikrobieller 
Gemeinschaften mit dem Ergebnis einer großen Datenbank bakterieller Gen-Sequenzen 
(http://www.homd.org/). Hierfür wurden sieben verschiedene intraorale Stellen 
(Wangenschleimhaut, harter Gaumen, keratinisierte Gingiva, Speichel, Sub- und 
Supragingivale Plaque und Zungenrücken) und zwei Stellen des Oropharynx (Rachen 
und Gaumenmandel) von 182-206 gesunden Probanden im Alter zwischen 18-40 Jahren 
untersucht. Es konnten 13-19 verschiedene bakterielle Phyla detektiert werden, wobei die 
Phyla Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Fusobacteria und Actinobacteria 95% 
des oralen Mikrobioms ausmachen (Wade 2013; Moon und Lee 2016; Dewhirst et al. 
2010).  
 
1.3. Labortechniken zur Analyse der mikrobiellen Flora 
 
Erste Versuche zur Analyse der mikrobiellen Flora reichen bis ins Jahr 1670 zurück, als 
Anthony van Leeuwenhoeck durch ein selbst gebautes Mikroskop verschiedene  
Mikrobiota in Plaqueproben von Zahnoberflächen ausmachen konnte (Hamarneh 1960; 
Yamashita und Takeshita 2017). Inzwischen hat sich eine Vielfalt an Analyseverfahren 
entwickelt, die die unterschiedlichsten Ansätze und Ziele verfolgen. Generell werden die 
meisten aktuellen Labortechniken zur Verfolgung einer spezifischen Fragestellung 
eingesetzt (z.B. das Aufsuchen bekannter Bakterienspezies), anstatt einfach 
diagnostische Werte zu ermitteln (Yoshizawa et al. 2013).  
Die geläufigste Technik, um Zellvitalitäten in Biofilmen zu bestimmen, ist die Zählung 
koloniebildender Einheiten (KBE; engl.: CFU – colony forming units) im Zuge der 
Züchtung von Zellkulturen auf Agarplatten (Azeredo et al. 2017). Nachteil dieser Methode 
ist jedoch, dass nicht kultivierbare aber vitale Zellen nicht detektiert werden können, so 
dass die in dieser Methode detektierten Zellen nicht repräsentativ für den initialen Biofilm 
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bzw. die orale Mikrobiomzusammensetzung sind. Weiterhin wird die Zahl aller vitaler 
Zellen bei dieser Methode deutlich unterschätzt (Li et al. 2014; Azeredo et al. 2017). Die 
Polymerase-Kettenreaktion (engl.: polymerase chain reaction, PCR) wird, als Alternative 
zur Kultivierung, zur Quantifizierung lebensfähiger Zellen vorgeschlagen. Die quantitative 
(bzw. Echtzeit) Polymerase-Kettenreaktion (engl.: quantitative polymerase chain reaction, 
qPCR bzw. real-time PCR) ermöglicht es im Vergleich zur klassischen PCR durch den 
Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen bereits minimale Unterschiede in der Genexpression 
zu verfolgen. (Azeredo et al. 2017). Aufgrund freier extrazellulärer DNA (eDNA) und DNA 
avitaler Zellen kann es auch bei dieser Vorgehensweise zu einer Fehleinschätzung der 
tatsächlich vitalen Zellen führen (Azeredo et al. 2017; Klein et al. 2012). In den 1990er 
Jahren wurde eine Analysemethode entwickelt, die erstmalig eine Option zur 
phylogenetischen Identifikation komplexer Bakteriengemeinschaften ermöglichte, die 
sogenannte Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) (Amann et al. 1990; Azeredo et al. 
2017). Diese Vorgehensweise ermöglicht die parallele Differenzierung von bis zu 28 
Spezies, so dass das Erforschen gemischter, komplexer und räumlich strukturierter 
mikrobieller Gemeinschaften realisierbar wurde (Valm et al. 2011; Azeredo et al. 2017). 
Der größte Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass die Zielgene der eingesetzten 
exogenen Marker vorher bekannt sein müssen und somit auch die entsprechenden (zu 
detektierenden) Bakterien (Beier et al. 2012). Heutzutage hat sich als Standardmethode 
der phylogenetischen Analyse mikrobieller Gemeinschaften jedoch zunehmend die 16S 
rRNA-Sequenzierung etabliert (Huse et al. 2012). Der Grundgedanke dabei besteht darin, 
das 16S rRNA-Gen als phylogenetischen Marker zu nutzen (Woese und Fox 1977; Huse 
et al. 2012). Obwohl es sich hierbei um eine sehr effektive und zielgerichtete Methodik 
handelt, liefert es dennoch nur Informationen zur taxonomischen Zusammensetzung 
einer bakteriellen Lebensgemeinschaft (Moon und Lee 2016).  
Die Durchflusszytometrie, eine in der Mikrobiologie bereits etablierte Methodik, fokussiert 
sich stattdessen auf das Überwachen zellspezifischer und abiotischer Parameter 
dynamischer mikrobieller Gemeinschaften (Ambriz-Avina et al. 2014; Koch et al. 2013). 
Dabei wird ein Einblick in die heterogenen Zellinteraktionen solcher Strukturen ermöglicht 
(Ambriz-Avina et al. 2014). Hierfür werden verschiedene optische Charakteristika 
bakterieller Zellen mit Hilfe der Durchflusszytometrie gemessen und schließlich in 
sogenannten 2D-Histogrammen visualisiert. Somit können individuelle Fingerabdrücke 
der untersuchten mikrobiellen Gemeinschaft dargestellt werden. Variationen innerhalb 
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der Proben können anschließend mit bioinformatischen Programmen berechnet und 
ausgewertet werden (Koch et al. 2014). Der Fokus bei dieser Analyse liegt entsprechend 
auf der schnellen Detektion von Veränderungen (Shifts) beziehungsweise 
Heterogenitäten, die innerhalb bakterieller Kompartimente auftreten können (Koch et al. 
2013; Ambriz-Avina et al. 2014). In der Mikrobiologie wird diese Methodik bereits als 
zuverlässige Analyse im Bereich der Abwasser- oder Darmproben genutzt (Zimmermann 
et al. 2016; Gunther et al. 2012). Eine Anwendung im Bereich der Diagnostik des 
Speichelmikrobioms erscheint innovativ und könnte möglicherweise eher funktionelle als 
phylogenetische Fragestellungen beantworten.  
 
1.4. Einfluss von Stressfaktoren auf das orale bakterielle 
Gleichgewicht 
 
Eine Vielzahl verschiedener Faktoren haben einen Einfluss auf die große Heterogenität 
der mikrobiellen Flora der Mundhöhle; dazu zählen sowohl wirtsspezifische 
Eigenschaften, wie Alter oder Ethnizität, als auch Umwelteinflüsse wie Klima oder 
Geographie (Moon und Lee 2016). Ein bedeutender Umweltfaktor ist hierbei die 
Ernährung (Zaura et al. 2017). So kann beispielsweise ein gesundes (stabiles) orales 
Mikrobiom als Antwort auf einen gesteigerten Zuckerkonsum in einen azidogenen Status 
übergehen (Tanner et al. 2016). Dabei ist jedoch festzustellen, dass sich ein gesundes 
Speichelmikrobiom trotz dessen durch eine gewisse Belastbarkeit gegenüber Einflüssen 
durch die Ernährung auszeichnet (Zaura et al. 2017).  
Zwei regelmäßig aufkommende Stressfaktoren, denen die Mundhöhle durch die 
Ernährung ausgesetzt ist, sind der Zuckerkonsum sowie die Aufnahme säurehaltiger 
Getränke bzw. Nahrung. Häufiger Zuckerkonsum ist mit der Entstehung von Karies 
assoziiert (Bradshaw und Lynch 2013; Moynihan und Petersen 2004). Dabei führt die 
Metabolisierung von Zucker zur Bildung von Laktatsäure, was daraufhin eine 
Demineralisation des Schmelzes oder anderer Zahnhartsubstanz zur Folge haben kann 
(Bradshaw und Lynch 2013). Wird der Zuckerkonsum über vier Zeitpunkte am Tag hinaus 
gesteigert (Vielzahl an zuckerhaltigen Zwischenmahlzeiten), ist dies von einem 
gesteigerten Risiko an Karies zu erkranken begleitet (Sheiham 2001). Dabei führt die 
Verstoffwechselung von Zucker zu einem pH-Abfall des Speichels mit resultierenden 
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Werten zwischen 4,5 und 5,5. Dieses Säuremilieu begünstigt einerseits die Prädominanz 
potentiell kariogener Spezies, während andererseits Spezies, welche mit Gesundheit 
assoziiert werden, noch relativ unbeeinflusst bleiben (Bradshaw und Marsh 1998, 1998). 
Ein pH-Wert unter einem Wert von 4,5 fördert hingegen nicht nur das Wachstum 
odontopathogener Bakterien, sondern verhindert gleichzeitig das Wachstum und den 
Stoffwechsel nicht mit Karies assoziierter Spezies (Bradshaw und Marsh 1998). Dagegen 
führt der regelmäßige Konsum säurehaltiger Getränke bzw. Nahrung zwar auch zu einem 
pH-Abfall im Speichel, welcher jedoch nachfolgend zu nicht kariesbedingten 
Zahnhartsubstanzverlusten ohne direkte Beteiligung von Bakterien führt, so genannten 
Zahnerosionen  (Belardinelli et al. 2014; Sheiham 2001). Einen wesentlichen Anteil daran 
hat der Konsum säurehaltiger Softdrinks (Moynihan und Petersen 2004). Es ist davon 
auszugehen, dass auch diese Form der pH-Veränderungen einen Einfluss auf die 
bakterielle Zusammensetzung im Speichel hat. Daten hierzu liegen bisher nicht vor. Eine 
additive Wirkung kariogener und erosiver Belastungen konnte bisher nicht nachgewiesen 
werden, obwohl Softdrinks ohne zusätzlichen Zucker geringere erosive Wirkung zeigen 
(Honorio et al. 2010; Rios et al. 2009).  
Demgegenüber unterstützt Speichel das orale Gleichgewicht, da er sowohl die harten als 
auch weichen Gewebe der Mundhöhle umspült und mittels seiner Attribute als 
Reinigungslösung, Puffer und Ionen-Reservoir zur Remineralisierung die Entstehung 
oraler Erkrankungen, wie Karies und Erosion hemmt (Prabhakar et al. 2009; Buzalaf et 
al. 2012). Somit ist der Speichel ein wesentlicher Faktor in der Regulation von Karies und 
Erosionen. Ein Erkrankungsprozess kann als Reflexion eines Ungleichgewichts zwischen 
dem schützenden Faktor Speichel und dem kombinierten Stresseinfluss durch Ernährung 
und Veränderung der oralen Bakterienflora angesehen werden (van Houte 1994; van 
Ruyven et al. 2000). 
Ein Stimulus mit der Intention das biologische Gleichgewicht der Mundhöhle wenn 
möglich nicht zu verschieben ist der Einsatz antibakterieller Mundspüllösungen (Baehni 
und Takeuchi 2003). Die aktiven Substanzen dieser sogenannten oralen Antiseptika 
sollen die Biofilmentstehung möglichst effektiv inhibieren, ohne eine Störung des oralen 
Gleichgewichts zu provozieren (Baehni und Takeuchi 2003). Dabei macht die 
unspezifische Wirkungsweise antiseptischer Mundspüllösungen scheinbar die 
Entwicklung von Resistenzen, sowie eine Verschiebung der oralen Mikroflora 
unwahrscheinlich (Arweiler et al. 2018). Je länger jedoch die Wirkung der Substanz 
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anhält, desto effektiver kann das orale Mikrobiom und somit die daraus resultierende 
Biofilmformation beeinflusst werden (Elworthy et al. 1996). Die Fähigkeit antimikrobieller 
Agenzien an Oberflächen zu haften und über einen prolongierten Zeitraum effektive 
Dosen ihres antiseptischen Wirkstoffs abzugeben, wird als Substantivität bezeichnet und 
ist für die nachhaltige Wirkung von wesentlicher Bedeutung (Tomas et al. 2013; Quintas 
et al. 2015). Vor allem Chlorhexidin-basierte Produkte sind nach heutigen Kenntnissen, 
bezogen auf Dauer und Umfang der Wirkung, als am effektivsten anzusehen (Elworthy et 
al. 1996). Dabei konnte die Substantivität und damit nachhaltige antibakterielle Wirkung 
von 0,2% Chlorhexidin-Mundspüllösungen bis zu 7 Stunden nach Anwendung 
nachgewiesen werden (Elworthy et al. 1996).  
 
1.5. Zielsetzung und Fragestellung der vorliegenden Studie 
 
Ziel dieser Pilotstudie war zunächst die Validierung der Durchflusszytometrie im Bereich 
der komplexen und heterogenen Analyse des Speichelmikrobioms. Dabei lag der Fokus 
auf der Ausarbeitung eines standardisierten und reproduzierbaren Arbeitsprozesses. 
Hierfür wurde der Einsatz der Methode in verschiedenen Teilprojekten überprüft und 
verifiziert. Das gesamte Projekt wurde von zwei Doktoranden (Nicola Röhrig und Susanna 
van Gelder) durchgeführt, wobei die durchgeführten Teilprojekte einzeln bearbeitet 
wurden: I) Untersuchung inter- und intraindividuelle Unterschiede (Longitudinalversuch) 
von Frau Nicola Röhrig; II) und III) Reaktionen des Speichelmikrobioms auf verschiedene 
Stressfaktoren (Zucker- und Säurestress, Einsatz antibakterieller Mundspüllösungen) als 
Inhalt der vorliegenden Dissertationsschrift von Frau Susanna van Gelder. 
Das Projekt beinhaltet somit 3 verschiedene Fragestellungen (Teilprojekte):  
I. Longitudialversuch (Inhalt der Dissertationsschrift von Frau N. Röhrig) 
Teilziel: Beobachtung von Diversität und Dynamik des Speichelmikrobioms 
mundgesunder Probanden über einen Zeitraum von 3 Monaten.  
Arbeitshypothese: Das Speichelmikrobiom unterliegt dynamischen 
Schwankungen, wobei individuell erkennbare Grundstrukturen vorliegen. 
Dynamiken innerhalb dieses Systems können mittels Durchflusszytometer 
nachgewiesen werden. Hierbei findet eine globale Betrachtung der 
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Bakterien-Cluster statt und intra- als auch interindividuelle Muster sind 
visualisierbar. 
II. Stressversuch (Inhalt der vorliegenden Dissertationsschrift) 
Teilziel: Provokation individueller Reaktionen des Speichelmikrobioms 
mundgesunder Probanden auf intensiven temporären Zucker- bzw. 
Säurestress. 
Arbeitshypothese: Dynamiken innerhalb des Speichelmikrobioms können 
mittels Durchflusszytometer nachgewiesen werden. Die Zusammensetzung 
der Bakterien-Cluster kann kurzzeitig durch extrinsische Einflussfaktoren, 
wie zucker- und säurehaltige Nahrung, modifiziert werden und individuelle 
Reaktionen aufzeigen.  
III. Einsatz antibakterieller Mundspüllösungen (Inhalt der vorliegenden 
Dissertationsschrift) 
Teilziel: Analyse des Speichelmikrobioms auf Dynamik und Diversität 
mundgesunder Probanden unter Einfluss antibakterieller 
Mundspüllösungen. Zusätzliche Testung der Auswirkungen der aktiven 
Substanz auf die Bakterienlast durch Zellzahlmessung. 
Arbeitshypothese: Mittels Durchflusszytometrie können sowohl Dynamiken, 
als auch Zellzahlen bestimmt werden. Eine Verringerung der Zellzahl, ohne 
Modifikation bezogen auf die Zusammensetzung der Bakterien-Cluster, ist 
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3. Zusammenfassung der Arbeit 
 
Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades Dr. med. dent. 
Experimentelle Untersuchung zu Veränderungen des Speichelmikrobioms durch 
Zucker- und Säurestress sowie den Einsatz antibakterieller Wirkstoffe mit Hilfe der 
Durchflusszytometrie 
(Teilprojekt aus der wissenschaftlichen Arbeit: A cytometric approach to follow variation 
and dynamics of the salivary microbiota) 
 
eingereicht von:  Susanna Cornelia van Gelder  
 
angefertigt am:   Universitätsklinikum Leipzig, in der  
   Poliklinik für Zahnerhaltung und Parodontologie, 
 
betreut von:   Prof. Dr. med. dent. Dirk Ziebolz, M.Sc.  
   Prof. Dr. Susann Müller 
 
eingereicht:     
 
Die Mundhöhle verkörpert ein heterogenes Ökosystem, das durch eine Vielzahl an 
Faktoren beeinflusst wird. Dazu zählen variierende mikrobielle und molekulare 
Interaktionen, Ausbildung verschiedener Nischen und Mikro-Nischen durch 
geographische Besonderheiten, Nahrungszufuhr, Essgewohnheiten und die 
Wirtsabwehr. Die sich ständig verändernden Umwelteinflüsse erfordern eine hohe 
Dynamik und schnelle Anpassung der dort lebenden Mikroorganismen. Das orale 
Mikrobiom umfasst über 700 verschiedene Phylotypen, die einerseits als nischen- 
und/oder wirtsspezifisch charakterisiert werden und andererseits Gesundheit oder 
Krankheit fördern können. Entscheidend für das Bestehen der oralen Gesundheit ist das 
orale Gleichgewicht zwischen der residenten Bakterienflora und des Wirtes. Eine Störung 
und das Entstehen einer Dysbalance dieser Beziehung kann die Prädominanz fakultativ 
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pathogener Spezies fördern. Speichel sichert das Aufrechterhalten dieses 
Gleichgewichts. Er dient als Verbindung verschiedener Nischen und ist Reservoir der 
oralen Mikrobiota in ihrer planktonischen Phase. Dadurch spiegelt er Veränderungen 
wider, die mit oralen Krankheiten assoziiert werden. Zusätzlich stellt er ein einfaches, non-
invasives und ökonomisches Analysemedium dar.  
Aktueller Standard um die Diversität des humanen Mikrobiomes zu analysieren sind 
Sequenzierungs-Methoden. Auf dieser Grundlage konnte eine Datenbank 
(http://www.homd.org/) mit der globalen Information von ca. 700 verschiedener 
bakterieller Spezies der Mundhöhle erstellt werden. Trotz dessen sind 
Sequenzierungsmethoden zeitintensiv und arbeitsaufwändig. Eine andere 
Vorgehensweise für die Analyse komplexer Ökosysteme ist die Durchflusszytometrie. 
Dabei handelt es sich um eine etablierte Methode im Bereich der Umweltmikrobiologie. 
Folglich sollte im Rahmen dieser Pilotstudie die Validierung der Methodik 
(Durchflusszytometrie), sowie die Ausarbeitung eines standardisierten und 
reproduzierbaren Arbeitsflusses für die Analyse des Speichelmikrobioms erfolgen. Neben 
der Analyse intra- und interindividueller Unterschiede inklusive der Detektion individueller 
Profile, sollten zusätzlich Reaktionen auf verschiedene Stresssimulationen (Zucker, 
Säure und antibakterielle Mundspüllösungen) innerhalb der Bakteriengemeinschaften 
provoziert werden. Weiterhin wurden Zellzahlmessungen zur Testung der Auswirkung 
aktiver Substanzen auf die Bakterienlast durchgeführt.  
Zu diesem Zwecke wurden 10 mundgesunde Probanden in die Untersuchung 
(Pilotstudie) eingeschlossen. Die Speichel-Probenentnahme folgte einem 
standardisierten Entnahmeprotokoll: nach einer 5-minütigen Ruhephase der Probanden, 
folgte eine 30-sekündige Spülung des Mundraumes mit destilliertem Wasser. 
Nachfolgend schloss sich eine 5-minütige Sammelphase unstimulierten Speichels an. Die 
Speichelproben wurden anschließend in Glycerol fixiert und in flüssigem Stickstoff (-80°C) 
schockgefrostet. Die Lagerung der Proben fand bei -80°C statt. Im Anschluss wurde die 
DNA der Proben entsprechend eines festen Protokolls gefärbt (DAPI-Färbung). Die 
zytometrischen Daten wurden mit Hilfe des Durchflusszytometers (MoFlow Legacy cell 
sorter) generiert und in 2D-Histogrammen dargestellt. Hierbei wurden zwei Parameter 
berücksichtigt: Die Zellgröße (forward scatter (FSC), x-Achse) und der DNA-Gehalt 
(DAPI-fluorescence, y-Achse). Durch Farbkodierung wurde zusätzlich noch die Anzahl 
der gemessenen Ereignisse (Events) mitberücksichtigt. Die Zusammensetzung 
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vorliegender Bakteriencluster ist in jeder gemessenen Probe individuell. Daher wurden 
diese charakteristischen Profile anschließend mit Hilfe bioinformatischer Programme 
(Summit Ver. 4.3, FlowJo V10 und flowCyBar) analysiert und verglichen. Weiterhin 
wurden die Zellzahlen einiger Proben durch zytometrische Messungen bestimmt. Hierbei 
wurde eine alternative Färbemethode (SYBR GreenI) verwendet, um eventuelle 
Zellverluste durch Wasch- und Zentrifugationsschritte (nötig bei DAPI-Färbung) zu 
verhindern. Exemplarische Proben wurden auf ihre Bakterienzusammensetzung durch 
Illumina® Sequenzierung untersucht. 
Im Zuge der Stressversuche wurde von allen 10 Probanden innerhalb eines 8h-Intervalls 
zu festgelegten Zeitpunkten (alle 2h) eine definierte Menge an Zucker (3 Toffifees) oder 
Säure (200 ml Coca-Cola Zero) zu sich genommen. Die Speichelentnahme erfolgte vor 
Beginn des 8h-Intervalls und 1h nach Abschluss des Intervalls. Anschließend fand eine 
Ähnlichkeitsanalyse, sowie zusätzlich die Sequenzierung exemplarischer Proben, wie 
oben beschrieben, statt.  
Innerhalb der Versuchsreihe mit antibakteriellen Mundspüllösungen erfolgte die 
Speichelentnahme vor der einmaligen Anwendung entweder einer CHX-haltigen 
Mundspüllösung (Dynexan Proactiv 0,2%, Kreussler GmbH, Wiesbaden) oder einer 
Mundspüllösung auf Basis von ätherischen Ölen (Listerine, Johnson & Johnson GmbH, 
Neuss), wobei die 10 Probanden in zwei Gruppen zu je fünf Probanden aufgeteilt wurden. 
Weitere Entnahmen fanden nach 5min, 2h und 8h statt. Zusätzlich zur 
Ähnlichkeitsanalyse wurden Zellzahlbestimmungen der 0h aller Probanden und der 8h 
zweier exemplarisch ausgewählter Probanden bestimmt. Weiterhin fand die 
Sequenzierung exemplarischer Proben, wie oben beschrieben, statt.  
Die Ergebnisse der im Rahmen der vorliegenden Dissertationsschrift bearbeiteten 
Teilprojekte (II.: Stressversuche und III.: Einsatz von Mundspüllösungen) stellen sich wie 
folgt dar:  
Im Stressversuch (Versuch II) zeigte sich, dass die Mikrobiome der einzelnen Probanden 
vor Stresseinwirkung (Baseline) interindividuelle Unterschiede aufweisen. Weiterhin ist 
die Lage der Mikrobiome nach Stresseinfluss im näheren Umkreis zur Ausgangsposition, 
was bedeutet, dass der kurzzeitige, intensive extrinsische Stress (Zucker oder Säure) die 
intraindividuelle Beständigkeit der Mikrobiome nicht wesentlich beeinflusst und keine 
einheitliche Entwicklung zu einer gemeinsamen Struktur der Mikrobiome festgestellt 
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werden konnte. Darüber hinaus konnte nach Stresseinfluss eine gesteigerte Diversität 
(erhöhte Anzahl detektierter Phylotypen) der exemplarischen Proben mit Hilfe der 
durchgeführten Sequenzierung aufgezeigt werden. Zusätzlich wurde bei einigen 
Phylotypen eine Verschiebung der relativen Häufigkeiten (auf Genera-Level) detektiert. 
Beispielsweise zeigte die Streptococcus Spezies nach Stresseinfluss einen Anstieg um 
den Faktor 3,5. 
Bei Anwendung der Mundspüllösungen (Versuch III) war festzustellen, dass im Zuge der 
Ähnlichkeitsanalyse die Struktur der Speichelmikrobiome vorrangig zu allen Zeitpunkten 
erhalten blieb. Eine gemeinschaftliche Evolution dieser als Reaktion auf den Einsatz 
beider Mundspüllösungen war somit nicht erkennbar. Die gemessenen bakteriellen 
Zellzahlen lagen bei ungestörten Umweltbedingungen (Baseline) im Bereich zwischen 
3,0x107 und 6,2x108 pro Probe, beziehungsweise 1,5x107 und 5,1x108 pro ml. Nach dem 
Spülen mit CHX war eine Reduktion um das 1,2- bis 2,6-fache (zwischen 0h und 8h-
Probe) messbar. Bei Betrachtung der Zellzahlen in Verbindung mit der 
Ähnlichkeitsanalyse wird deutlich, dass es sich hierbei um eine generelle Reduktion der 
Bakterienlast handelt. Die exemplarischen Sequenzierungsergebnisse einer Probe 
zeigten eine erhöhte Alpha-Diversität nach Einsatz der Mundspüllösung. 
Schlussfolgernd kann für die hier dargestellten Teilprojekte festgehalten werden, dass die 
Speichelmikrobiome eine hohe Belastbarkeit gegenüber Säure- und Zuckerstress 
aufzeigen und intraindividuelle Stabilitäten trotz kurzem und intensiven Stresseinfluss 
bestehen bleiben. Die dennoch festgestellten Reaktionen sind sehr individuell und folgen 
keinem erkennbaren Muster. Mit Hilfe der Durchflusszytometrie konnte so ein tieferes 
Verständnis des individuellen Speichelmikrobioms bezüglich Balance und Dysbalance 
unter gestressten Bedingungen geschaffen werden. Zudem offenbaren die 
Sequenzierungsergebnisse eine gesteigerte Diversität des Speichelmikrobioms nach 
Stresseinfluss (erhöhte Alpha-Diversität). Eine Reduktion der Bakterienlast scheint durch 
den Einsatz von 0,2% CHX Mundspüllösung erfolgreich zu sein, ohne dabei zu einer 







Ziel dieser Pilotstudie war es, die Validierung der Analyse des Speichelmikrobioms mit 
Hilfe der Durchflusszytometrie, einer bereits in der Mikrobiologie etablierten Methode, 
durchzuführen. Weiterhin sollte ein Arbeitsprozess zur Erarbeitung eines standardisierten 
und reproduzierbaren Analyseprotokolls des Mediums Speichel erarbeitet werden. Die 
Durchflusszytometrie ermöglicht eine schnelle Überwachung und Verfolgung von 
Veränderungen innerhalb und zwischen mikrobieller Gemeinschaften. Weiterhin können 
durch die Analyse der Speichelproben individuelle Profile erstellt werden, die wie ein 
individueller Fingerabdruck erscheinen. Dadurch wurde der Einblick in individuelle, 
ökologische Grundsätze des Speichelmikrobioms, bezogen auf Balance und Dysbalance 
unter zeitlichen und gestressten Bedingungen, ermöglicht. Einerseits ist die Reaktion auf 
verschiedene Stressfaktoren, andererseits die Ausdehnung dieses Analyseverfahrens 
auf weitere Habitate der Mundhöhle (supra- und subgingivale Plaque), von großem 
Interesse. Folglich könnte sich das Verständnis für die Bedeutung des Aufrechterhaltens 
eines Gleichgewichts innerhalb mikrobieller Gemeinschaften verbessern und damit auch 
die Rolle, die ein Ungleichgewicht bei der Entstehung oraler Erkrankungen spielt. Da der 
Fokus der Methode auf Veränderungen und nicht auf der qualitativen Analyse der 
mikrobiellen Gemeinschaften liegt, könnte der Einsatz als Screening Methode sinnvoll 
sein. Bei Bedarf kann dann eine detailliertere Analyse folgen. Zur Verifizierung der 
potentiellen Einsatzmöglichkeiten dieser Methode sollte zunächst die Anwendung in 
einem großangelegten Projekt getestet werden: einen größeren Patientenpool 
implizierend und/oder größere Varianz der Stressfaktoren. Weiterhin könnte ein solches 




5.1 Supplementary Data 
 
A. Table S1: Experimental set up 
 Sugar-experiment Acid-experiment Mouth-rinse-experiment 
Person dependent oral 
microbiota 
Products 
• Toffifee1,15 pieces  
• Tooth brush: 




• Coca Cola Zero3,1l, pH-
value: 2,9 
• Tooth brush: 




• Dynexan Proaktiv 0,2% 
CHX 4 
• Listerine® Total Care 
Clean Mint 5  
• Tooth brush: „Elmex 
inter X mittel6“ 
• Toothpaste: Meridol6  
Taking intervals 
3 toffees each time 
1. subsequent after 
calibration of the 
subjects (teeth 
brushing) 
2. half an hour later 
3. rest must be taken in a 
steady 2h-interval   
200 ml each time 
1. subsequent after 
calibration of the 
subjects (teeth 
brushing) 
2. half an hour later 
3. rest must be taken in a 
steady 2h-interval 
subjects have been 
divided in two groups;  
first group: 10-15 ml 
Dynexan (CHX); 
second group: 20 ml 
Listerine; 
each group rinsed for 30 
seconds (according to 
manufacturer ‘s 
information)  





1. before tooth brushing 
2. 20-30 minutes after 
tooth brushing  
3. 1 hour after the last 
taking 
1. before tooth brushing 
2. 20-30 minutes after 
tooth brushing  
3. 1 hour after the last 
taking 
1. before rinsing 
2. 5 minutes after rinsing 
3. 2 hours after rinsing 
4. 8 hours after rinsing 
1. 20-30 minutes after 
tooth brushing 
2. 8 hours later 
3. following the saliva 
collecting protocol in 
an interval of: 1 day,  
3 days, 1 week, 
2/4/6/8/10/12 weeks  
 
This table shows detailed information concerning the experimental set-up. The used products, taking intervals and sample 
collection time points are described. 
                                                          
1 Storck, Berlin, Germany 
2 GlaxoSmithKline plc. (GSK), London, Great Britain 
3 The Coca-Cola Company, Atlanta, USA 
4 Kreusler Pharma, Wiesbaden-Biebrich, Germany 
5 Johnson & Johnson, New Brunswick, USA 
6 GABA Group, Therwil, Swiss 
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B. Table S2: Cell numbers at baseline; first run 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
per ml 5.5x107 2.8x107 1.9x107 2.0x107 5.8x107 6.0x107 1.7x107 4.1x107 1.9x107 6.6x107 
per 
sample  
3.3x107 1.1x108 4.3x107 3.5x107 1.5x108 2.3x108 3.4x107 8.6x107 3.0x107 1.1x108 
For the mouth-rinse experiment, the cell number of the first collected sample was determined for all subjects by SYBR 
GreenI staining. The cell number was determined by referring to both: ml and entire sample amount. The cell numbers 
ranged from 1.9x107 to 6.6x107 per ml and from 3.0x107 to 2.3x108 per sample.   
C. Table S3: Cell numbers at baseline; second run 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
per ml 4.3x108 7.0x107 2.7x107 2.3x107 5.1x108 1.7x108 1.5x107 1.1x108 2.2x107 3.8x107 
per 
sample 
3.4x108 2.3x108 7.5x107 3.5x107 6.2x108 5.8x108 3.0x107 1.6x108 4.0x107 6.4x107 
For the mouth-rinse experiment, the cell number of the first collected sample was determined for all subjects by SYBR 
GreenI staining. The cell number was determined by referring to both: ml and entire sample amount. The cell numbers 
ranged from 1.5x107 to 5.1x108 per ml and from 3.0x107 to 6.2x108 per sample. 
D. Table S4: Samples for sequencing 
Experiment Subject Sampling time point Sorted Gates 
Longterm-diversity 1 5 (7d)  
Longterm-diversity 1 7 (4 weeks)  
Longterm-diversity 6 8 (6 weeks)  
Longterm-diversity 10 8 (6 weeks)  
Sugar 6 1 (0 h, baseline) 3, 4+9, 37 
Sugar 6 3 (8h) 4, 8+26+29, 9 
Mouth-rinse 6 1 (0h, baseline) 5+6 
Mouth-rinse 6 4 (8h)  
This table lists all samples that have been chosen for whole community sequencing as well as for sorting of selected gates.  
E. Sequencing workflow 
Mock strains and communities 
Illumina® 16S rRNA gene amplicon sequencing was done to verify flow cytometric data. Two mock 
species (Rhodococcus sp. RAH1 and Pseudomonas putida KT2440) and a mock community 
MBARC26 (Singer et al. 2016) were used as positive control for the sequencing MiSeq run as well as 
positive controls for the cytometric data analysis pipeline. MBARC26, composed of 26 cultivable 
species in different abundances, was designed to simulate the diversity of a natural microbial 
community. With our protocol, we found the two mock species and 23 species out of the 26 species 
of the mock community. The three missing strains (N. dassonvillei, C. thermocellum, and S. enterica) 
were probably lost due to their low abundance level and the sequencing technique we used for the 
metaprofiling (MiSeq, V3 kit, 2 x 300 bp (V3 kit, Illumina, USA)). Different from our workflow Singer et 
al., 2016 (Singer et al. 2016) conducted a higher resolving metagenomic approach by using PacBio 
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and HiSeq. Nonetheless, the data of the mock species and mock community confirmed the reliability 
of our workflow and the raw data are available under the BioProject accession number: 
PRJNA387753. In parallel we used the data to set the confidant OTU threshold for cleaned reads to 
0.71 % as was recommended by Bokulich et al., 2013 (Bokulich et al. 2013).  Species with abundance 
below this 0.71 % OTU threshold were not included in the data evaluation, but this threshold allowed 
us to study the most abundant genera in our samples. 
DNA Extraction and quality testing 
DNA extraction: To extract a comparable amount of DNA from each fixed but not sorted control 
sample, cells were diluted in 70 µl PBS to a final optical density of 0.01 (d=5mm, ʎ=700nm). In parallel, 
by cell sorting, 500,000 cells were separated from each sample of interest. Following the protocol of 
Koch et al., 2013 (Koch et al. 2013), the cells were pelleted by a centrifugation step (25 min, 20,000 
g, 4°C), respectively and the pellets were frozen at -20°C. After this freezing step, 70 µl of 10 % 
Chelex solution (Biorad, Hercules California, U.S.A.) was added to each pellet, followed by a heating 
step (45 min, 90°C). A last centrifugation step (5min, 7,000 g, 4°C) was needed to avoid cell walls 
debris in the collected supernatant which contained the purified DNA. The extracted DNA samples 
were stored at -20°C until library preparation by a double PCR step. 
DNA quality testing: The DNA extracted both from 500,000 sorted cells and the non-sorted 
communities was too low in quantity to be detected by the Qubit® 3.0 (Life Technologies, Carlsbad, 
California, USA) for quality control. Therefore, a PCR step was performed to evaluate the quality of 
the isolated DNA by testing their amplified products by gel-electrophoresis. The PCR step was done 
with 35 cycles in a S1000 Thermal cycler (Biorad) by using the universal primers Forward 27F 5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3' and Reverse 1492R 5'-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3' 
following the recommendations of Lane et al., 1991 (Lane et al. 1985). All tested DNA samples 
showed high quality results after amplification. 
Library preparation for Illumina® 
The V3-V4 region of the bacterial 16S rRNA gene region was the target of the used primers Pro341F 
5’-CCTACGGGNBGCASCAG-3’ (Takahashi et al. 2014) and Pro805R 5’-
GACTACNVGGGTATCTAATCC-3’ (Herlemann et al. 2011) synthesized by Eurofins (Eurofins 
Scientific, Luxembourg City, Luxembourg). The library was performed by using a unique combination 
of sample-affiliated dual-barcodes which allowed us to sequence multiple samples in the same 
sequencing run. The barcodes were composed by 6 bp nucleotides designed as follows: 5’-NNNN-
6nt-primer-Forward-3’ and a 5’-NNNN-6nt-primer-Reverse synthesized by Eurofins (Eurofins 
Scientific, Luxembourg City, Luxembourg). 
The PCR was performed in 10 µl containing 10 pmol of Forward and Reverse primers, 2 nmol of 
dNTP mix (Promega, Fitchburg, Wisconsin, USA), 2 µl 5x Phusion® GC solution, 20 nmol of MgCl2, 
(both provided in the polymerase kit), 0.2 units of Phusion® High-Fidelity Polymerase (New England 
Biolabs, Ipswich, Massachusetts, USA) and 1 µL DNA solution. Nuclease free water (Qiagen, Velno, 
Netherlands) was added to adjust the final reaction volume to 10µL. For PCR, the following conditions 
were chosen: 3 min of initial denaturation at 95°C, and a cycle of denaturation at 95°C for 30 sec, 
annealing at 52°C for 60 sec, extension for 1 min at 72°C and a final extension at 72°C for 10 min 
before storage at 4°C. The sorted samples were run for 20 PCR cycles and the non-sorted samples 
for 15. This difference was due to a lower DNA content in the sorted cell DNA solution. For each 
reaction, a negative control without any DNA was amplified for 35 cycles and visualized via gel 
electrophoresis (1.5 % agarose) to ensure that no contamination was present. In absence of 
contamination, the procedure continued by the purification of the amplicons by using the Agencourt® 
AMPure® XP-Kit (Beckman Coulter, Brea, California, USA) following their recommended protocol. 
The purified DNA fragments were resuspended in nuclease free water (Qiagen, Velno, Netherlands). 
The sample-affiliated dual-barcodes were added and 8 PCR cycles were performed at the same 
conditions as mentioned above. Again, negative controls were run in parallel without DNA by 35 PCR 
cycles to test for contaminations. Samples free of contamination were purified as described before; 
this DNA was quantified by using the Qubit® 3.0 and the HS DNA kit (both Life technologies, Carlsbad, 
California, USA), and finally equimolarly pooled to be sequenced on a MiSeq sequencing machine 
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(Illumina, San Diego, California, USA) at the Helmholtz Center for Infection Research Braunschweig 
by the Genome Analytics Group (GMAK, HZI, Braunschweig, Germany). To minimize the technical 
biases, every PCR was done in triplicates and the DNA pooled before quantification. 
Sequencing data evaluation procedure 
The Illumina dataset was processed and evaluated using BBDuk (trimq= 25 http://jgi.doe.gov/data-
and-tools/bbtools/bb-tools-user-guide/). The remaining sequences were demultiplexed and merged 
by using Mothur version 1.39 (Schloss et al. 2009). The pre-clustering step helped us to remove the 
singletons from the data set and the chimeras were removed by using UCHIME (Edgar et al. 2011). 
The OTU classification was done by using the Mothur’s average neighbour clustering algorithm with 
a 97 % sequence similarity cut off on the SILVA database version 128 (Quast et al. 2013). 
The obtained data sets comprised between 13,568 cleaned reads for the sample 
‘P10_Long_term_experiment_6_weeks (whole community without sorting)’ (ref.: SAMN07163516, 
NCBI database) which was kept as subsampling threshold for the normalization procedure to allow 
us to compare diversity between samples, and 41,763 cleaned reads obtained from the sample 
‘P6_stress_Sugar_8_hours_Flow-cytometry_sorting_procedure_on_Gate_8_AND_26_AND_29’ 
(ref.: SAMN07163651, NCBI database). The rarefaction curves were plotted using ggplot2 package 
in R (Wickham 2016). The sequences of the 17 samples analyzed in this study are placed in the 
BioProject accession number: PRJNA387918. The gamma diversity we obtained from these 17 
samples, represented by 230,656 forward-reverse overlapped subsampled sequences, comprised 48 
different OTUs at an OTU threshold of 0.71 %. Instead, the raw data provide 810 OTUs, hinting at a 
huge diversity in the rare biosphere of our samples. 
 
Rarefaction curves of 17 raw data sets samples, 
(unsorted, sorted and control cells) with a 
maximum diversity of 469 OTUs for the sample 
‘P6_stress_Sugar _8_hours_ Flow-
cytometry_sorting_ 
procedure_on_Gate_8_AND_26_AND _29’. The 
green line marks the lowest cleaned data set 
comprising 13,568 reads for the sample 
‘P10_Long_term_experiment_ 6_weeks (whole 






Rarefaction curves of the 17 samples (unsorted, sorted and 
controls) at a threshold of 0.71 % OTU. Due to the OTU threshold 
the curves show the diversity of the most abundant OTU. 
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F.  Figure S1: Cell counting 
 
Logarithmically scaled 2D-dot plot representing nucleic 
acid contents (green vs. red fluorescence). An examplarily 
sample with the cell gate created for SYBR GreenI staining 
of cellular nucleic acids and a defined gate for the 1.0 µm 
yellow-green fluorescent beads is depicted. The cell gate 
was created excluding noise and beads and including 










G. Figure S2: Negative controls for cytometric experiments 
 
A=Phosphate buffered saline (PBS), B=0,2% Chlorhexidine mouth rinse (CHX), C=Listerine© mouth rinse (LIST), D=Elmex 
inter X mittel (tooth brush), E=Sensodyne Mikro Aktiv extra sanft (tooth brush), F=Meridol (tooth paste), G=Sensodyne 
Multicare (tooth paste) 
All products were processed according to the cytometric workflow by using the potential maximum amount that one saliva 
sample could contain: 2 ml PBS, 15 ml CHX/LIST, abrasion of tooth brush from 3 min brushing in 2 ml PBS, tooth paste 
according to manufacturers’ recommendation. Standardized concentration of 0.5 µm and 1.0 µm UV beads were added. 
The samples were measured until 2,500 events in the 0.5 µm bead gate were detected. The measured events are eventually 
over-represented due to measurement of undiluted solutions of test materials. In addition, in a cell-free test solution ADCs 
select abiotic particles and noise with higher preference. F/G: For these samples the analysis was terminated earlier due to 
the high amount of particles measured outside of the cell gate. The same measuring time was set with lower sample pressure 
due to high sample thickness. Consequently, less than 2,500 events at the 0.5 µm bead gate were detected. All measured 
negative controls did not produce a significant distortion of the samples. 
38 
 
H. Figure S3: Second run: person dependent oral microbiota 
 
The NMDS-plot compares the microbial cytometric diversity of samples collected from 10 subjects (independent parallel 
samples to data shown in Fig. 5), each represented by an individual color. The sampling started at baseline (0 h, smallest 
points) and continued for three month (points increase in size). From each subject 8-11 samples were measured (see Tab. 
S1). The larger the distance between two points, the more dissimilar was the cytometric structure of the respective microbial 
communities. The depiction of the standard deviation occurs by ellipsoids. The expanse of an ellipsoid relates to the intra-
individual variability: If it is small, the variability is low. The more distant two ellipsoids are located, the higher is the inter-
individual diversity. Stress value of the NMDS-plot: 0.16. Stress value of the NMDS-plot: 0.16. 
I. Figure S4: Second run: sugar- and acid-experiments 
 
The NMDS-plots compare the microbial cytometric diversity of samples collected at baseline (0 h, small points) and after 
stress (8 h, big points) caused by sugars (A) or acids (B). The color of the points represents the involved subjects (see Fig. 
S3). The ellipsoids show standard deviations of samples collected at baseline (continuous line) and samples collected after 
the stress influence (broken line). In both experiments the two ellipsoids show high overlaps, hence no major shifts in 
respective community structures was caused by the applied stress. However, the inter-community variation was lower after 
the stress impact. Stress values of the NMDS-plots: 0.10 (A), 0.2 (B). 
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J. Figure S5: Second run: mouth-rinse experiments  
 
The NMDS-plots represent the microbial cytometric diversity of samples of five subjects each, who used two different mouth 
rinses: 0.2 % Chlorhexidine (A) and Listerine® (B). The color of the points represents the involved subjects (see Fig. S3) 
and the size of the points demonstrates the times of sample collection (baseline = 0 h; 5 min, 2 h, 8 h after rinsing). The 
respective four areas compare the samples from one collecting time point. The ellipsoids show standard deviations of 
samples collected at baseline (continuous line), after 5 min (broken line), 2 h (pointed line), and 8 h (mixed line). Both 
chemicals did not cause noteworthy shifts in the community structure. Stress values of the NMDS-plots: 0.17 (A), 0.21 (B). 
 
The cell number of the samples collected at 0 h (baseline), 5 min, 2 h, and 8 h after treatment with 0.2 % CHX mouth rinse 
is demonstrated per ml and per entire sample amount for two subjects (test persons 6 and 10). All samples show a clear 
decrease in cell number after 8 h. Both, the cell number per entire sample and per ml decreased within 8 h after rinsing for 




K. Figure S6: Results of the ANOSIM tests, first run 
The ANOSIM test was performed based on the cytometric gate abundances of all 10 subjects (A) of the long-term 
experiment. The outcome of the ANOSIM test confirmed the findings. A R value of 0.546 describes a bigger inter-individual 
than intra-individual variance with a significance value of 0.001. Most of the subjects show a low variance in gate abundances 
(e.g. subjects 2, 7, 9, 10) but the variance between all subjects is relatively high. The ANOSIM test was performed based 
on the cytometric gate abundances of both sample groups of the stress experiments (B, C). The outcome of the ANOSIM 
test showed that there is nearly the same variance within both the sample groups 0h and 8h as well as the combined sample 
groups for sugar and acids, respectively. This is described by a calculated R value of 0.031 with a p-value of 0.261 for the 
stress caused by sugar (B) and a calculated R value of 0.113 with a p-value of 0.037 for the stress caused by acids (C). The 
ANOSIM test was performed based on the cytometric gate abundances of each sample group of the mouth-rinsing 
experiments (D, E). The outcome of the ANOSIM test showed that there is nearly the same variance within all sample groups 
(0h, 5min, 2h, 8h) both for CHX and Listerine. This is described by a calculated R value of 0.221 with a p-value of 0.009 for 
the mouth-rinsing with CHX (D) and a calculated R value of -0.006 with a p-value of 0.497 for the mouth-rinsing with Listerine 
(E). 















The ANOSIM test was performed based on the cytometric gate abundances of all 10 subjects (A) of the long-term 
experiment. The outcome of the ANOSIM test confirmed the findings. A R value of 0.546 describes a bigger inter-individual 
than intra-individual variance with a significance value of 0.001. Most of the subjects show a low variance in gate abundances 
(e.g. subjects 2, 7, 9, 10) but the variance between all subjects is relatively high. The ANOSIM test was performed based 
on the cytometric gate abundances of both sample groups of the stress experiments (B, C). The outcome of the ANOSIM 
test showed that there is nearly the same variance within both the sample groups 0h and 8h as well as the combined sample 
groups for sugar and acids, respectively. This is described by a calculated R value of 0.031 with a p-value of 0.261 for the 
stress caused by sugar (B) and a calculated R value of 0.113 with a p-value of 0.037 for the stress caused by acids (C). The 
ANOSIM test was performed based on the cytometric gate abundances of each sample group of the mouth-rinsing 
experiments (D, E). The outcome of the ANOSIM test showed that there is nearly the same variance within all sample groups 
(0h, 5min, 2h, 8h) both for CHX and Listerine. This is described by a calculated R value of 0.221 with a p-value of 0.009 for 
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CFU .............................................. colony forming unit 
CHX .............................................. Chlorhexidin 
DAPI ............................................. 4´,6-Di-Amidin-2-Phenyl-Indol 
DNA .............................................. Desoxyribonukleinsäure 
eDNA ............................................ extrazelluläre Desoxyribonukleinsäure 
FISH ............................................. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung 
FSC .............................................. Forward scatter 
HMP ............................................. Human Microbiome Project 
HOMD .......................................... Human Oral Microbiome Database  
KBE .............................................. koloniebildende Einheit 
OTU .............................................. Operational Taxonomic Unit 
PCR .............................................. Polymerasekettenreaktion 
qPCR ............................................ quantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion 
RNA .............................................. Ribonukleinsäure 
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